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Englischer Titel 
“Introduction of cell culture stimulants to improve the diagnosis of chronic lymphocytic 
leukemia” 
 
 
Kurzbeschreibung: 
Diese Bachelorarbeit beschäftigt sich mit der Einführung von Zellkulturstimulanzien 
zur Verbesserung der Diagnostik bei chronisch lymphatischer Leukämie. Es wurde sich 
dabei auf die erfolgreiche Kultivierung der betroffenen Zellen konzentriert. 
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1 Einleitung 
Die mikroskopische Beobachtung von zellulären Bestandteilen des Erbgutes steht im 
Mittelpunkt der Zytogenetik, einem Teilbereich der Genetik. Insbesondere wird sich 
hierbei auf die Untersuchung und Betrachtung der Chromosomen in der Zelle kon-
zentriert. Die Anzahl, Gestalt, Struktur und vor allem die strukturellen Anomalien der 
Chromosomen werden mithilfe des Verfahrens der Lichtmikroskopie beobachtet um die 
möglichen Auswirkungen auf den Organismus beurteilen zu können (URL 1). 
Bereits 1914 wurde von dem Biologen Theodor Boveri ein Zusammenhang zwischen 
der Entstehung maligner1 Tumore und chromosomalen Veränderungen vermutet 
(Boveri, 1914). Jedoch konnte diese Vermutung erst Jahre später mithilfe der dazu er-
forderlichen technischen Voraussetzungen bestätigt werden. Für die Diagnose und 
Prognoseabschätzung sowie die Wahl von Therapien ist heutzutage die Kenntnis über 
chromosomale Veränderungen unverzichtbar (Harder et al., 1998). Die chronisch lym-
phatische Leukämie gehört mit einem Anteil von 7% zu den häufigsten malignen Tu-
moren und ist in Europa und den USA die häufigste Leukämieform älterer Menschen 
(Vroblová et al., 2009).  
Die Entfaltung und der Verlauf einer chronisch lymphatischen Leukämie sind äußerst 
heterogen. Teilweise treten Tumore auf, die sehr langsam wachsen und es somit kaum 
zur Einschränkung der Lebenserwartung kommt. Andererseits treten auch sehr aggres-
sive Tumore auf, die durch Behandlung mit Medikamenten kaum beeinflussbar sind 
und innerhalb kürzester Zeit nach der Diagnose zum Tode führen können (Rozman und 
Montserrat, 1995; Vroblová et al., 2009). Die chronisch lymphatische Leukämie gehört 
jedoch trotzdem zu den indoltenten, also zu den weniger aggressiv fortschreitenden, 
Lymphomen. 
 
 
 
                                                 
1 Maligne (bösartige) Tumore durchdringen das umgebene Gewebe und streuen in den Körper.  (URL 12) 
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1.1 Ein Wort für viele Formen : Krebs 
Eine Menge Erkrankungen, mit verschiedenen Krankheitsverläufen- und Symptomen, 
werden unter dem Oberbegriff Krebs zusammengefasst. Der Begriff ist mit Angst be-
haftet wie kaum ein anderer. Jedoch verfügt die Medizin heute über Behandlungsme-
thoden die in der Lage sind Krebserkrankungen zurückzudrängen und den Patienten 
über Jahre hinweg ein meist beschwerdefreies Leben zu ermöglichen. Dies ist natürlich 
abhängig von der Krebsart und dem Stadium der Erkrankung (Fuchs, 2013). 
Wenn sich Körperzellen unkontrolliert vermehren und nicht Absterben sprechen die 
Mediziner von Krebs. Zwischen dem Absterben von Zellen und der Neubildung durch 
Zellteilung besteht unter den Tausenden von Milliarden von Zellen im Organismus 
normalerweise ein Gleichgewicht. Wenn es durch Mutationen zur Veränderung der Zel-
len im Erbgut kommt und sich diese Mutationen häufen, kann es zur unkontrollierten 
Vermehrung der mutierten Zellen führen. Nach einer gewissen Zeit setzt bei gesunden 
Zellen der programmierte Zelltod ein und die Zellen sterben ab. Dies gilt jedoch nicht 
für die mutierten Zellen. Sie sterben nicht ab, sondern vermehren sich ständig weiter 
und nehmen in ihrer Anzahl zu. Durch diese unkontrollierte Vermehrung gerät das 
Gleichgewicht zwischen Zellteilung und neu entstandenem Gewebe außer Kontrolle 
und es kommt zur Entstehung von Tumoren (URL 2). 
 
 
1.2 Chronisch lymphatische Leukämie  
 
Die chronisch lymphatische Leukämie gilt als häufigste Leukämieform des Erwachse-
nenalters in den westlichen Ländern. Sie deckt ein Drittel aller Fälle ab und beginnt 
meist sehr schleichend. Ihr Verlauf dauert über Monate oder mehrere Jahre an und 
bleibt oft lange Zeit unbemerkt. In Deutschland erkranken jährlich statistisch gesehen 
etwa drei von 100.000 Menschen wobei meist Männer und Frauen im höheren Alter 
betroffen sind. Das Risiko an einer chronisch lymphatischen Leukämie zu erkranken 
steigt mit dem Alter deutlich an und ist für Männer ungefähr doppelt so hoch wie für 
Frauen (URL 3). 
Wenn es zu einer unkontrollierten, bösartigen Zunahme weißer Blutkörperchen kommt 
spricht man von Leukämie. Das bedeutet, dass eine Blutkrebserkrankung vorliegt. Im 
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Falle der Vermehrung der B-Lymphozyten, einer Untergruppe der weißen Blutkörper-
chen, handelt es sich um eine chronisch lymphatische Leukämie der B-Zellen(BCLL). 
In Folge eines Defektes leben die mutierten und veränderten B-Zellen deutlich länger 
als gesunde Lymphozyten und beeinflussen und überschwemmen somit die intakten 
Zellen in den betroffenen Organen. Besonders betroffen sind hierbei Lymphknoten, 
Knochenmark, Blut und Milz. Es gibt viele diagnostische Kriterien durch die eine Leu-
kämie bestimmt werden kann. Laut Definition liegt jedoch eine Erkrankung vor, wenn 
die Anzahl der mutierten B-Zellen im Blut 5000 pro Mikroliter übersteigt. 
 
Meist verläuft eine chronisch lymphatische Leukämie über Jahre hinweg schleichend 
und beschwerdefrei bis sie diagnostiziert wird. Und auch nach der Diagnose gelingt es 
durch neue Therapiemöglichkeiten das Leben der Patienten oft jahrelang ohne größere 
Beschwerden zu gestalten. In den letzten Jahren wurden durch neue Konzepte der The-
rapie wesentliche Fortschritte in der Behandlung der Betroffenen erzielt (URL 2, URL 
3).  
 
1.2.1 Entstehung der chronisch lymphatischen Leukämie  
 
Die Entstehung einer chronisch lymphatischen Leukämie (oder auch kleinzelliges lym-
phozytisches Lymphom) beruht auf der klonalen Expansion maligner B-Lymphozyten 
(95% der Fälle) und T-Lymphozyten (5% der Fälle) (Fuchs, 2013). Die mutierten Zel-
len befinden sich in einem frühen Entwicklungsstadium, erscheinen jedoch morphologi-
sche reif. Diese immuninkompetenten  B-Lymphozyten vermehren sich konsekutiv in 
Knochenmark, Lymphknoten, Milz und Blut.  
Die chronisch lymphatische Leukämie ist jedoch die einzige Form der Leukämie deren 
Entstehungsursprung nicht das Knochenmark darstellt. Aufgrund dieser Besonderheit 
wird die CLL als Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) klassifiziert. Sie wird auch als leu-
kämisch verlaufendes B-Zell-Lymphom von niedrigem Malignitätsgrad, welches in das 
Knochenmark metastasiert, bezeichnet (Fuchs, 2013). 
Bei den Non-Hodgkin-Lymphomen handelt es sich um maligne klonale Neoplasien des 
lymphatischen Gewebes. Die Abkürzung NHL dient als Oberbegriff, wobei die malig-
nen Lymphome in einer heterogenen Untergruppe zusammengefasst werden.  Diese 
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Untergruppe beschäftigt sich mit NHL, die häufiger von den B-Zellen und seltener von 
T-Zellen oder NK-Zellen (natürlichen Killerzellen) ausgehen. Die Entstehung der ma-
lignen Klone erfolgt in den verschiedenen Bestandteilen des Lymphknotens. Die sche-
matische Darstellung des zellulären Ursprungs B-lymphatischer Neoplasien im Lymph-
knoten und deren entsprechende Benennung sind in der Abbildung 1 dargestellt (Fuchs, 
2013) 
 
Abbildung 1 : Schematische Darstellung des zellulären Ursprungs B-lymphatischer Neoplasien in 
Lymphknoten und ihre entsprechende Benennung (Fuchs, 2013 ). 
 
Das Risiko für die Entstehung einer chronisch lymphatischen Leukämie hängt von un-
terschiedlichen Faktoren ab. Einerseits kann die Krankheit vererbt worden sein. Men-
schen die unter ihren Angehören betroffene Personen haben, haben ein erhöhtes Risiko 
an einer CLL oder einem anderen Lymphom zu erkranken. Andererseits kann die 
Krankheit erworben sein, wenn zum Beispiel Kontakt zu organischen Lösungsmitteln 
wie Benzol besteht.  
Monoklonale B-Lymphozyten vermehren sich langsam ohne, dass der Patient es spürt. 
Diese Phase der Vermehrung geht der CLL voraus und wird als Monoklonale B Lym-
phozytose (MBL) bezeichnet, da die B Lymphozyten aussehen wie Leukämiezellen. 
Diese Monoklonale B Lymphozytose ist bei mehr als 5% aller über 60 jährigen Men-
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schen nachweisbar, wobei das Risiko für einen Übergang in eine CLL die behandlungs-
bedürftig ist bei 1% pro Jahr liegt (URL 4). 
Die BCLL entsteht durch die uneingeschränkte Vermehrung der mutierten B Lympho-
zyten, die das Gleichgewicht zwischen der Neubildung und dem Zelltod der Zellen stö-
ren. Abbildung 2 und 3 zeigen die betroffenen Zellen und das charakteristische Ausse-
hen der mutierten Zellen. Es herrscht eine Lymphozytose, was bedeutet, dass eine er-
höhte Anzahl an Lymphozyten zu sehen ist. Des Weiteren sieht man vermehrt 
Gumprecht-Kernschatten, bei der Kultivierung und Präparation zerstörte Zellen, die 
jedoch bei einer CLL deutlich häufiger zu sehen sind als bei gesunden Patienten , da die 
Lymphozyten durch die Erkrankung instabil werden. 
 
Abbildung 2: Betroffene Zellen bei einer chronisch lymphatischen Leukämie ( URL 5) 
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Abbildung 3: BCLL-Ausstrich mit starker Lymphozytose und Gumprecht-Kernschatten 2(URL 6) 
 
Die veränderten Zellen überschwemmen die Betroffenen Gewebe von Lymphknoten, 
Milz, Leber und Knochenmark und es kommt im schlimmsten Fall zu Bildung von Tu-
moren. Die Entstehung dieser Krankheit bleibt jedoch oft unbemerkt und kommt meist 
erst durch Blutuntersuchungen zum Vorschein bei denen die Werte auffällig sind 
(Fuchs, 2013). 
Für die eindeutige Diagnose einer chronisch lymphatischen Leukämie müssen bestimm-
te Krankheitszeichen und Kriterien erfüllt sein. Es müssen sich zum einen mehr als 
5000 Lymphozyten pro Mikroliter befinden und somit eine erhöhte Lymphozytenanzahl 
vorhanden sein. Des Weiteren müssen die Zellen ein für die CLL typisches Muster an 
Eiweißen an ihrer Oberfläche tragen und es findet eine Leichtkettenrestriktion statt. 
Dies bedeutet, dass nur eine Art von zwei möglichen leichten Ketten von Antikörpern 
durch die mutierten B-Lymphozyten hergestellt wird. Nachdem die Diagnose gestellt 
wurde dauert es oft noch Jahre bis eine Behandlung eingeleitet werden muss (URL 3).  
 
 
                                                 
2 Gumprecht Kernschatten entstehen durch erhöhte Vulnerabilität der Leukozyten während des Pärparati-
omsprozesses (URL 13). 
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1.2.2 Zytogenetik der chronisch lymphatischen Leukämie  
 
Um bei einer chronisch lymphatischen Leukämie prognostisch relevante Aberrationen 
der Chromosomen nachweisen zu können wird oft eine Kombination aus der herkömm-
lichen Chromosomenanalyse und der FISH-Analyse angewendet. Es gibt für die Prog-
nose günstige und ungünstige Aberrationen. Stückverluste des langen Arms von Chro-
mosom 13 signalisieren einen besseren Krankheitsverlauf, wobei der Verlust von p53, 
was eine Deletion in 17p13 bedeutet, ebenso wie die Deletion des langen Arms des 
Chromosomen 11, eine ungünstige  Prognose bedeutet (Zenz et al., 2010). Die zytoge-
netische Analyse der Chromosomen dient bei einer chronisch lymphatischen Leukämie 
nicht zur Diagnosestellung, sondern zur Prognoseabschätzung (Zenz et al., 2010). Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen haben somit therapeutische Konsequenzen, da es 
abhängig von der Art der Aberrationen ist, auf welche Medikamente und Behandlungen 
Patienten ansprechen. Patienten sprechen zum Beispiel nicht auf die Behandlung mit 
Purinanaloga an, wenn sie eine p53-Aberration besitzen, wobei 56% der Patienten, die 
keine p53-Aberration vorweisen, auf dieselbe Behandlung mit einer Remission reagie-
ren.  
11q-Deletionen  führen nach umfangreichen Studien zufolge bei jüngeren CLL-
Patienten zu einer signifikanten Verkürzung der Lebenszeit. Diese Patienten können 
daher Kandidaten für moderne Strategien der Therapie darstellen (URL 7).  
 
Heutzutage gehört die Analyse der Chromosomen bei der Diagnose leukämischer Er-
krankungen zu den obligatorischen Untersuchungsmethoden. Hierbei tragen die Ergeb-
nisse nicht nur zur Absicherung einer Diagnose bei, sondern besitzen eine entscheiden-
de prognostische Bedeutung. Diese geht aus dem ermittelten Karyotyp, welcher aus den 
leukämischen Zellen abgeleitet werden kann, hervor. Die mit der Leukämie assoziierten 
Chromosomenaberrationen begrenzen sich auf die Leukämiezellen, bei denen es sich 
um erworbene genetische Veränderungen handelt. Die restlichen Zellen im Körper eines 
an Leukämie erkrankten Patienten verhalten sich zytogenetisch unauffällig (Zytogeneti-
sche Analyse KM). 
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Methoden und Untersuchungsmaterial  
 
Es stehen verschiedene Methoden für die genetische Charakterisierung von Leukämien 
zur Verfügung. Einen Gesamtüberblick über alle mikroskopisch erkennbaren chromo-
somalen Veränderungen bietet die konventionelle Chromosomenanalyse. Durch weitere  
Techniken, wie der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung oder molekulargenetischen An-
wendungen wie der Southern-Blot oder der Polymerase-Kettenreaktion, können auch 
submikroskopische Abweichungen nachgewiesen werden. Für die zuletzt genannten 
Methoden ist es jedoch notwendig, dass die Veränderung die nachgewiesen werden soll 
bereits bekannt ist, sodass entsprechende Primar bzw. Sonden für den Nachweis zur 
Verfügung stehen.  
Das Untersuchungsmaterial für die Chromosomenanalyse stellt 5 bis 10ml mit Heparin 
antikoaguliertes Knochenmark dar. Die zytogenetische Untersuchung kann auch aus 
dem peripheren Blut erfolgen, jedoch nur wenn kein Knochenmark gewonnen werden 
kann. Die entnommenen Proben müssen innerhalb von 24h in einem zytogenetische 
Labor eintreffen, da für die Metaphasen-Zytogenetik vitale Zellen erforderlich sind. 
Dabei ist es wichtig, dass die Zellen nicht tiefgefroren werden (Zytogenetische Analyse 
KM). 
 
Konventionelle Chromosomenanalyse durch Bänderungstechniken 
 
Für die erfolgreiche Analyse von Chromosomen durch die konventionelle Chromoso-
menanalyse werden 20 bis 25 ausgewertete Metaphasen von guter Qualität benötigt. Die 
Zellen des Knochenmarks werden hierbei nach kurzzeitiger Kultivierung(24 bis 72h) 
oder direkt nach der Entnahme durch die Zugabe von Colcemid in der Metaphase arre-
tiert. Die Metaphase-Ausbeute kann durch die Zugabe von Zytokinen zur Stimulation 
der Leukämiezellen während der Kultivierung gesteigert werden. Durch die Zugabe 
einer hypotonen Kaliumchloridlösung werden die Zellen zum Auffüllen gebracht und 
durch die Behandlung mit einer Methanol/Eisessig-Lösung (Fixativ) in mehreren Schrit-
ten fixiert. Die Zellsuspension wird anschließend auf Objektträger aufgetropft und zur 
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Identifikation der einzelnen Chromosomen anschließend gebändert. Hierbei gibt es ver-
schiedene Bandentechniken:  
- die G-(Giemsa-) 
- die Q-(Quinacrin-) und 
- die R-(reverse) Bandentechnik. 
Durch diese Bandentechniken entstehen auf den Chromosomen helle und dunkle Ban-
den, die für jedes Chromosom spezifisch sind und somit die eindeutige Identifizierung 
jedes der einzelnen Chromosomen ermöglichen. Um einen verlässlichen Befund zu er-
halten wurde international festgelegt, dass 20 bis 25 Metaphasen vollständig analysiert 
werden müssen (Zytogenetische Analyse KM). 
 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)  
 
Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung werden DNA-Sonden hybridisiert um spezi-
fische chromosomale Strukturen zu identifizieren. Die Sonden werden verwendet, um 
entweder das ganze Chromosom, Gene auf dem Chromosom oder nur die Zentromer-
Region einzelner Chromosomen zu markieren. Die beiden Doppelstränge der DNA-
Helix von der DNA der eingesetzten Sonde, sowie die zu untersuchende Patienten-
DNA, werden denaturiert. Die DNA-Sonden lagern sich bei der anschließenden Renatu-
rierung (Hybridisierung) an die Patienten-DNA, welche als komplementärer Abschnitt 
vorliegt.  
Die verwendeten DNA-Sonden werden mit Hilfe von fluoreszenzgekoppelten Antikör-
pern nachgewiesen oder sie sind direkt mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt. Die 
Fluoreszenz-Signale dienen nun dazu die entsprechenden Chromosomenstrukturen aus-
zuwerten.  
Diese Methode hat den Vorteil, dass sie neben der Durchführung an Metaphasen auch 
an Interphase-Kernen durchgeführt werden kann. Jedoch erhält man bei der Anwendung 
nur Informationen über die Chromosomen/ Gene, für die die Sonden eingesetzt wurden 
(Zytogenetische Analyse KM). 
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Interphase-FISH 
 
Durch die Durchführung von FISH an Interphase-Kernen wird nur ein Bruchteil der 
Vielzahl verschiedener Chromosomenaberrationen, die bei Leukämien beobachtet wer-
den, erfasst. Somit kann die klassische Chromosomenanalyse nicht ersetzt werden. Wird 
jedoch nur nach einer bestimmten Veränderung der Chromosomen gesucht, stellt die 
FISH-Technik eine schnelle und zuverlässige Methode dar. Außerdem liegt das Ergeb-
nis nach schon 4 Stunden vor.  
Die FISH-Technik kann für Verlaufskontrollen als Methode zum Nachweis von Rester-
krankungen genutzt werden, wenn bei der Erstdiagnose mittels Chromosomenanalyse 
eine chromosomale Veränderung festgestellt wurde und für deren Nachweis eine ent-
sprechende FISH-Sonde zur Verfügung steht (Zytogenetische Analyse KM).  
 
 
 
Metaphase-FISH 
 
An Metaphasen können, zusätzlich zu den an Interphase-Kernen einsetzbaren Sonden, 
sogenannte Chromosomen-Painting-Sonden verwendet werden. Diese Sonden markie-
ren die gesamte DNA eines Chromosoms. Eingesetzt wird diese Technik zusätzlich zur 
konventionellen Chromosomenanalyse um Befunde bei schwierigen Fällen zu bestäti-
gen (Zytogenetische Analyse KM). 
 
24-Farben-FISH 
 
Durch diese neue Methode ist es möglich in einer einzigen Hybridisierung alle 24 ver-
schiedenen Chromosomenpaare darzustellen. Sie dient zur Identifizierung von kompli-
zierten Aberrationen in der Struktur der Chromosomen und kann ausschließlich an Me-
taphase-Chromosomen durchgeführt werden (Zytogenetische Analyse KM). 
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Nomenklatur 
 
Die Klassifizierung von Chromosomen erfolgt nach ihrer Größe, ihren charakteristi-
schen Bandenmustern und der Lage des Zentromers (das Zentromer trennt die beiden 
Chromosomenarme). Jedes Chromosom besitzt einen langen (q) und einen kurzen (p) 
Arm. Durch das spezifische Bandenmusters wird jedes Chromosom in Banden und Re-
gionen unterteilt, welche von Zentromer bis Telomer nummeriert werden. Das ISCN ist 
das international gültige zytogenetische Nomenklatursystem durch welches die struktu-
rellen und numerischen Aberrationen exakt in einer Karyotyp-Formel beschrieben wer-
den können. Zuerst wird die Anzahl der Chromosomen in der Formel genannt, danach 
werden die Geschlechtschromosomen angegeben. Der normale männliche Karyotyp 
lautet 46,XY, der normale weibliche Karyotyp 46,XX.  
Numerische Chromosomenaberrationen werden Monosomien (Verlust eines Chromo-
soms) oder Trisomien (Zugewinn eines Chromosoms) genannt. Es können jedoch auch 
Vervielfältigungen des gesamten Chromosomensatzes entstehen. Der normale Chromo-
somensatz wird diploid (zweifach) genannt. Liegen die Chromosomen dreifach oder 
vierfach vor, spricht man von Triploidie bzw. Tetraploidie (Zytogenetische Analyse 
KM). 
 
 
Zu den häufigsten strukturellen Chromosomenaberrationen gehören:  
- Translokationen (zwischen verschiedenen Chromosomen kommt es zum Aus-
tausch von Chromosomenabschnitten ) 
- Deletion (Chromosomenteilverluste) 
- Inversion (hierbei drehen sich Chromosomenabschnitte um 180°) 
- Isochromosomen (Chromosom besteht aus zwei langen bzw. zwei kurzen Ar-
men, Verlust des jeweils anderen Armes) 
Der Zugewinn eines Chromosoms wird in der Karyotyp-Formel mit + , der Verlust ei-
nes Chromosoms mit – gekennzeichnet. Eine Trisomie des Chromosoms 12 würde sich 
in der Formel z.B. wie folgt äußern:  46,XX,+12. Eine Monosomie des Chromosoms 7 
z.B. so: 46,XY,-7.   
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Ein t steht für Translokation und inv für Inversion. Diese Abkürzungen werden für die 
strukturellen Veränderungen der Chromosomen verwendet.  
Chromosomenaberrationen werden als klonal bezeichnet, wenn der Verlust oder Zuge-
winn einer identischen Strukturaberration eines Chromosoms in mindestens drei bzw. in 
mindestens zwei Metaphasen beobachtet wird. Man unterscheidet zwischen sogenann-
ten primären und sekundären Chromosomenaberrationen.  Die primären Chromosome-
naberrationen führen meist zu spezifischen Gen-Rearrangements und sind entscheidend 
für die Entstehung von Leukämien. Sekundäre Chromosomenaberrationen sind die Ur-
sache für genomische Inbalanzen und scheinen für die Progression einer Leukämie  von 
Bedeutung zu sein (Zytogenetische Analyse KM). 
 
 
 
1.2.3 Krankheitsbild und Verlauf der chronisch lymphatischen Leukämie  
 
Die Vermehrung der B Lymphozyten im Blut wird meist zufällig bei der Untersuchun-
gen im Blutbild festgestellt und ist typisch für die chronisch lymphatische Leukämie. Im 
Verlauf der Erkrankung kommt es zur Vergrößerung von Milz, Lymphknoten und Le-
ber. Weitere Symptome können durch die Verdrängung gesunder Zellen durch CLL 
Zellen im Knochenmark erklärt werden. Dieses Verhalten der mutierten Zellen führt zu 
einem erhöhten Infektionsrisiko, zur vermehrten Blutungsneigung und Blutarmut 
(Anämie)(URL 2, URL 4). 
Autoimmunphänomene sind Reaktionen des Immunsystems gegen den eigenen Körper 
und stellen die Besonderheit der chronisch lymphatischen Leukämie dar. Diese Fehlre-
aktionen führen bei einer CLL zur Zerstörung und somit Verminderung von Blutplätt-
chen, roten Blutkörperchen oder auch anderen Körperzellen. Dies äußert sich durch 
Beschwerden wie Fieber, Nachtschweiß oder Gewichtsverlust. Die Symptome werden 
auch als B-Symptome bezeichnet, da sie charakteristisch für die chronisch lymphatische 
Leukämie sind. 
Wie bereits beschrieben kann eine CLL jahrelang beschwerdefrei verlaufen oder auch 
nach wenigen Jahren oder zum Zeitpunkt der Diagnose eine Behandlung mit entspre-
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chender Therapie erfordern. Die  Krankheit kann also sehr unterschiedlich verlaufen 
und wird deshalb zur einheitlichen Erfassung in Stadien eingeteilt. Vor allem die Klassi-
fikation nach Binet und Rai werden weltweit verwendet, wobei in Europa die Einteilung 
nach Binet gebräuchlicher ist. Diese Einteilung ist in Tabelle 1 dargestellt. Bestimmte 
Blutwerte und Gebiete des Befalls durch die Erkrankung sind für die Stadieneinteilung 
von großer Bedeutung (URL 2, URL 4). 
Tabelle 1 : Einteilungsstadien der CLL nach Binet (URL 5) 
 
Stadium Beschreibung Medianes Überleben 
A niedriges Risiko Weniger als drei befallene Lymph-
knotengebiete, Hämoglobin min-
destens 10 Gramm pro Deziliter 
(g/dl) und Blutplättchen mindes-
tens 100.000 pro Mikroliter (µl) 
>10 Jahre 
B mittleres Risiko Drei oder mehr befallene Lymph-
knotengebiete, Hämoglobin min-
destens 10 g/dl und Blutplättchen 
mindestens 100.000 pro µl 
5 Jahre 
C hohes Risiko Hämoglobin niedriger als 10 g/dl 
oder Blutplättchen unter 100.000 
pro µl, unabhängig von der Anzahl 
der befallenen Lymphknotenge-
biete 
2-3 Jahre 
 
 
Für den Verlauf einer CLL gibt es prognostisch positive und negative Parameter, die die 
Prognose beeinflussen. Für einen ungünstigen Verlauf sprechen verschiedene Eigen-
schaften und Werte. Beispiele hierfür sind eine Lymphozytenverdopplungszeit von we-
niger als 12 Monate, eine erhöhte Serumthymidinkinase, ein komplexer Karyotyp, 
schlechter Allgemeinzustand des Patienten, erhöhte Serumlaktatdehydrogenase, die 
Expression der Antikörper CD38+ und ZAP70+, das nicht Ansprechen auf Alkylantien 
oder Purinanaloga sowie zytogenetische Aberrationen del(17p) und del(11q). Wenn 
diese Parameter erfüllt werden liegt die durchschnittliche Überlebenszeit bei weniger 
als 10 Jahren. Die durchschnittliche Überlebenszeit bei positiven prognostischen Fakto-
ren beträgt über 25 Jahre. Diese Parameter sind unter anderem die Expression der Anti-
körper CD38¯ und ZAP70¯, ein mutierten IgHV-Status sowie ein normaler Karyotyp 
oder eine Deletion (13q) (Michl et al., 2005). 
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1.2.4 Therapiemöglichkeiten und Behandlung chronisch lymphatischer Leukämie  
  
Dank moderner Medikamente und medizinischem Fortschritts haben sich in den letzten 
Jahren die Möglichkeiten der Therapie bei chronischer lymphatischer Leukämie erheb-
lich verbessert. Die Art der Behandlung wird je nachdem gewählt in welcher körperli-
chen Verfassung und Phase der Erkrankung der Patient sich befindet. 
Da meist in den ersten Jahren der Erkrankung bei den Betroffenen keine Beschwerden 
auftreten genügen zunächst regelmäßige Arztbesuche die zur Kontrolle dienen. Die Be-
handlung wird bei Patienten, die sich in Stadium C befindenden, nach Möglichkeit un-
verzüglich begonnen. Es ist bei Patienten, die vorerst nicht behandelt werden müssen, 
sehr wichtig die Erkrankung regelmäßig durch Untersuchungen überwachen zu lassen. 
Die Vorgehensweise wird meist als “Beobachten und Abwarten“ (“watch & wait“) be-
zeichnet (URL 8).  
Wenn der Zeitpunkt erreicht ist an dem die chronisch lymphatische Leukämie aktiv be-
handelt werden muss, erfolgt dies meist auf medikamentöser Basis. Es wird oft eine 
Kombination aus verschiedenen Therapien angewendet, da die Erfolgsrate dabei erhöht 
wird. Oft kommt die Chemotherapie in Kombination mit der Antikörpertherapie zum 
Einsatz. Diese beiden Therapieformen können als weitere Behandlungstherapie auch 
einzeln angewendet werden, was jedoch nicht oft vorkommt. Ebenso können Signal-
transduktions-Inhibitoren eingesetzt oder eine Stammzelltransplantation durchgeführt 
werden (URL 8).  
Chemotherapie 
Bei der Behandlung einer CLL durch Chemotherapie werden verschiedene Stoffe und 
Stoffkombinationen eingesetzt um möglichst lang anhaltende und komplette Remissio-
nen zu erzielen. Diese werden nachfolgend vorgestellt.  
Chlorambucil 
Vor allem für die Therapie älterer Patienten hat sich die Behandlung mit der Substanz 
Chlorambucil, welche ein Alkylans ist, durchgesetzt. Die Einnahme erfolgt oral und ist 
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somit leicht zu handhaben. Die Dosierung folgt zwei unterschiedlichen Schemata. Es 
gibt hierbei die kontinuierliche und diskontinuierliche Dosierung des Mittels. Die Dosis 
von Chlorambucil wird in Kilogramm pro Idealkörpergewicht angegeben. Bei der Ver-
teilung des Stoffes im Körper sind die Fettgewebe nicht betroffen. Bei der kontinuierli-
chen Behandlung werden täglich 0,08 mg/kg eingenommen. Die Tagesdosis sollte je-
doch auch nach Steigerung der Dosis 15mg/kg pro Tag nicht überschreiten. Bei diskon-
tinuierlicher Gabe werden aller 2 Wochen 0,4 mg/kg an einem Tag eingenommen, wo-
bei hier die Dosis an einem Tag aller 14 Tage um 0,1 mg/kg gesteigert jedoch nicht 0,8 
mg/kg aller vierzehn Tage überschreiten darf. Auch wenn myelotoxische Nebenwirkun-
gen auftreten darf die Dosis nicht weiter gesteigert werden. Bis zum maximalen An-
sprechen der Chlorambucil-Therapie können in der Regel mehrere Wochen bis Monate 
vergehen. Die Remissionsrate bei vorher unbehandelten Patienten liegt zwischen 30 und 
70%, wobei sie meist nicht lang anhalten oder unvollständig sind (Sawitsky et al., 1977) 
Cyclophosphamid 
Wenn eine Chlorambucil-Unverträglichkeit festgestellt wird, kann auf ein weiteres Al-
kylans, Cyclophosphamid, zurückgegriffen werden. Hierbei kann die Dosierung durch 1 
bis 5mg/kg Körpergewicht täglich über den Zeitraum von 4 Wochen oder alle 10 bis 14 
Tage durch die Gabe von 10 bis 15mg/kg Körpergewicht erfolgen (CLL trialists’ colla-
borative Group et al., 1999, Han et al., 1973).  
Fludarabin 
Bei Fludarabin handelt es sich um ein Purinanalogon, welches in Bezug auf die CLL am 
besten untersucht ist und als Einzelsubstanz eingesetzt häufiger und länger anhaltende 
komplette Remissionen erzielt als die Monotherapie mit Alkylanzien. Gewöhnlich wird 
es intravenös alle 4 Wochen für 4 bis 6 Zyklen verabreicht. Dabei beträgt die Dosis 25 
mg/m2 Körperoberfläche. Bei vorbehandelten CLLs können Ansprechraten von 13 bis 
67% (0 bis 37% komplette Remission) und bei nicht vorbehandelten CLL Ansprechra-
ten von 70 bis 80% (23 bis 37% komplette Remission) erreicht werden (Diehl et al., 
1998,  Byrd et al., 1998). 
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In verschiedenen Studien zeigte sich zum einen, dass Fludarabin ein längeres krank-
heitsfreies Überleben und signifikant höhere Ansprechraten als Chlorambucil bewirkt 
und auch, dass die Monotherapie mit Fludarabin den Kombinationstherapien wie CAP  
(Cyclophosphamid, Adriamycin, Prednison) und CHOP (Cyclophosphamid, Ad-
riamycin, Vincristin, Prednison) in Bezug auf die Ansprechraten ebenbürtig ist (Lepor-
rier et al., 1997,  Johnson et al., 1996). 
Durch die Kombination von Fludarabin mit anderen Zytostatika lässt sich die therapeu-
tische Effizienz noch verbessern. Die Kombination von Fludarabin mit Cyclophospha-
mid (FC) stellt eine der wirksamsten Therapien dar und erzielte in Phase-II-Studien bei 
vorbehandelten Patienten Ansprechraten von über 80% (Hallek et al., 2008, O’Brien et 
al., 1995). 
Ebenso hat die Kombinationstherapie aus Fludarabin, Cyclophosphamid und Mitoxant-
ron (FCM), welche in einer kleinen Phase-II-Studie untersucht wurde, eine gute Ge-
samtansprechrate (61%) und eine hohe Rate an kompletten Remissionen (44%) erzeugt. 
Jedoch wird diese Therapieform aufgrund von Nebenwirkungen noch durch das CLL-6-
Protokoll geprüft (Bosch et al., 1997). 
Neben Fludarabin stehen noch weitere Purinanaloga zur Verfügung welche jedoch zu-
nächst noch in Studien auf ihre Ansprech- und Remissionsrate getestet werden müssen 
(Juliussen et al., 1990, Rondell et al., 1997). 
Neben den oben aufgezeigten Monotherapien gibt es auch konventionelle Polychemo-
therapien die zum Einsatz kommen, wenn obige Einzeltherapien versagt haben. Dazu 
gehören neben der CAP- und der CHOP-Therapie auch die COP-(Cyclophosphamid, 
Vincristin und Prednison) Kombination. Diese Polychemotherapien werden auch bei 
anderen niedrig-malignen None-hodgkin-Lymphomen erfolgreich eingesetzt (Johnson 
et al., 1996, Leporrier et al., 1997). 
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Neue Substanzen  
In den letzten Jahren wurde die Wirksamkeit von einer Reihe neuer Medikamente bei 
der CLL getestet. Das Spektrum der therapeutischen Optionen der CLL wird sich in den 
nächsten 5 Jahren, wie es zu erwarten ist, erheblich erweitern. Jedoch müssen auch die-
se neuen Medikamente zunächst durch kontrollierte Studien abgesichert werden bevor 
sie offiziell eingesetzt werden können (Hallek et al., 2008). 
 
Strahlentherapie 
Gelegentlich wird die Strahlentherapie zur Verkleinerung solitärer Lymphknotenpakete 
sowie bei symptomatischer Splenomegalie angewandt. Bei solitären Lymphomen er-
folgt die Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 24 bis 30 Gy, bei Splenomegalie wird 
eine fraktionierte Bestrahlung von maximal 500cGy durchgeführt. Die Ganzkörperbe-
strahlung nimmt eine größere Rolle ein und wird in vielen Protokollen zur Konditionie-
rung von Hochdosis-Chemotherapien eingesetzt (Hallek et al., 2008). 
 
Splenektomie 
Bei der Behandlung der CLL kommt es nur zu einer chirurgischen Maßnahme die even-
tuell ergriffen werden muss. Hierbei handelt es sich um eine Splenektomie. Vor allem 
wird sie bei einer autoimmunhämolytischen Anämie, einer Trombozytopenie oder beim 
Hypersplenismus angewandt (Hallek  et al., 2008).  
 
Hochdosistherapie und Transplantation hämatopoetischer Progenitorzellen 
Die Durchführung von Hochdosis-Chemotherapien mit autologer oder allogener Kno-
chenmark- bzw. Blutstammzelltransplantationen stellen die möglicherweise ersten kura-
tiven Ansätze zur Behandlung einer CLL dar. Durch allogene Transplantationen können 
hohe Remissionsrate erreicht werden (in 70% aller Fälle). Jedoch ist die therapieassozi-
Einleitung  
18 
ierte Mortalitätsrate zu hoch um diese Art der Therapie zu empfehlen. 46% der CLL 
Patienten starben im Gebiet der European Bone Marrow Transplantation Registry 
(EBMT) nach kurzer Zeit an einer akuten oder chronischen Abstoßungsreaktion (Wase-
lenko et al., 1999, Michallet et al., 1996).  
Im Vergleich dazu ist die autologe Stammzelltransplantation, vor allem die von periphe-
ren Blutstammzellen, weniger toxisch. Die Therapiebedingten Todesfälle sind bei dieser 
Art der Transplantation sehr viel niedriger. Hierbei liegt das Problem jedoch bei der 
Verunreinigung des autologen Transplantats durch Leukämiezellen. Laufende klinische 
Studien beschäftigen sich mit den Schwachstellen dieser Therapien um die mögliche 
Heilung der CLL zu erreichen (Hallek et al., 2008).  
 
Monoklonale Antikörper  
Für die passive Immuntherapie bei der CLL werden der Anti-CD-20-Antikörper Ritu-
ximab und der Anti-CD52 Antikörper verwendet. Jedoch lassen sich Ansprechraten wie 
bei anderen Lymphomarten bei der CLL nicht reproduzieren. Bei der Behandlung der 
CLL zeigt der Anti-CD52-Antikörper eine höhere Effektivität und könnte zum in-vivo-
Purging(Reinigung) bei Hochdosis-Chemotherapien oder für Erhaltungstherapien ge-
nutzt werden (Osterburg et al., 1997, Seymour et al., 1995). 
 
Supportive Therapie 
Die Lebensqualität von CLL Patienten kann durch supportive Maßnahmen wie das Aus-
tauschen von Blutprodukten verbessert werden. Jedoch ist die Wirksamkeit anderer 
Maßnahmen dieser Art noch nicht eindeutig durch randomisierte Studien belegt. Bei 
diesen weiteren Maßnahmen handelt es sich zum Beispiel um die Gabe von Erythropoe-
tin zur Besserung einer Anämie, der Gabe von Wachstumsfaktoren (G-CSF) zur Ver-
kürzung der neutropenen Phase nach einer Chemotherapie oder das Verabreichen von 
Immunglobulinen zur Verbesserung des häufig auftretenden Antikörpermangels sowie 
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die prophylaktische Behandlung mit Antibiotika oder Virostatika zur Verhinderung von 
Infektionen. (Annaissi et al.,1998,  Molica et al.,1991, cooperative group et al., 1999) 
 
1.3 Einsatz der Zellkulturstimulanzien DSP30 und IL-2 
 Das synthetisch hergestellte CpG-Oligonukleotid DSP30 ist ein kurzes DANN-
Fragment welches aus 27 DNA-Bausteinen besteht. Es beinhaltet CpG-Dinukleotide 
(Cytosin-phosphatidyl-Guanosin-Dinukleotide) die aus folgendem Muster bestehen: 5 ́- 
TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTGCC-3 ́.    
Die Proliferation von B-Lymphozyten wird durch die unmethylierten CpG-Motive sti-
muliert, was dem Effekt ähnelt, wenn die B-Lymphozyten mit bakterieller DNA inku-
biert werden (Laing et al., 1996; Decker et al., 2006). Im Gegensatz zur DNA der Pro-
karyoten liegen die 5‘-CpG-3‘ –Motive im Mensch weitgehend methyliert vor. Die 
Herunterregulation von Genexpressionen ist unter dem Begriff Methylierung bekannt.  
DSP30 ist eine kurzkettige, synthetisch hergestellte Nukleinsäuren, auch Antisense-
Oligonukleotid genannt, welche eine, zu einer funktionalen mRNA, gegenläufige bzw. 
komplementäre Basenabfolge besitzt. Die Komplementarität bezieht sich in diesem Fall 
auf einen Teil des Bereiches der rev-Region welche sich innerhalb des Genomes des HI-
Virus befindet. 
Liang et al. zeigten in einer Studie die besonders hohe Effektivität dieses Oligonukleo-
tidmusters von DSP30 als Stimulus für die Proliferation der normalen B-Lymphozyten 
als auch der CLL-Zellen (Liang et al,. 1996).  Die Interaktion zwischen dem CpG-
Oligonukleotid und einem speziellen Oberflächenmolekül der Lymphozyten, dem Toll-
like-Rezeptor-9, ist die Ursache hierfür. Bei dieser Interaktion wird eine Signalkaskade 
ausgelöst und die Zellen werden angeregt in die Mitose überzugehen (Krieg und Kline, 
2000). Die Stimulation du die CLL-Lymphozyten kann weiterhin gesteigert werden, 
wenn DSP30 mit dem wichtigen Zellbotenstoff IL-2 kombiniert angewendet wird (De-
cker  et  al., 2000;  Decker  et  al.,  2002). Da es an spezifischen Oberflächenrezeptoren 
mangelt ist der alleinige Einsatz von IL-2 und dessen Inkubation mit den B-
Lymphozyten in Abwesenheit von Nukleotiden unnötig. Es kommt durch den alleinigen 
Einsatz von IL-2 nicht zur gewünschten Proliferation. Nur in Kombination mit DSP30 
entsteht die proliferationsfördende Wirkung, da es durch die CpG-Oligonukleotide zur 
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Expression hochaffiner Rezeptoren für IL-2 kommt (Liang et al., 1996, Decker et al., 
2000). 
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2 Zielstellung 
 
Das Ziel dieses Praxismoduls war die Einführung von Zellkulturstimulanzien zur Ver-
besserung der Diagnostik bei chronischer lymphatischer Leukämie sowie die Beobach-
tung und Bewertung dieser Anwendung. Die Proben wurden selbst aufbereitet, kulti-
viert, präpariert und anschließend ausgewertet. Ziel war es ebenfalls, herauszufinden, ob 
der Einsatz der Stimulanzien DSP30 in Kombination mit IL-2 für die Diagnostik der 
BCLL nötig und wenn ja erfolgreich ist. 
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3 Material  
 
 
3.1 Chemikalien 
Colcemid (Roche) 
Kaliumchlorid  
HBSS 
Methanol 
Essigsäure 
Natriumchlorid 
Kaliumdihydrogenphosphat 60mmol/l 
Dinatriumhydrogenphosphat 60 mmol/l 
 
3.2 Medien 
RPMI-1640 
MarrowMax 
 
3.3 Molekularbiologische Reagenzien 
FBS (Biochrom) 
Thymidin 
DSP30 (CpG-Oligonukleotid) 
Interleukin-2 
Trypsin 
Giemsa 
 
3.4 Material 
Knochenmark oder peripheres Blut 
3.5 Geräte 
Zentrifuge 
Heizplatte 
Wasserbad 
Brutschrank 
Metaphasensucher 
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4 Methoden 
Je nach Indikation werden die Zellen des peripheren Blutes oder Knochenmarks mit 
zusätzlichen Stimulanzien kultiviert und daraus anschließend Metaphasen-
Chromosomen präpariert. Die folgenden Durchführungsbestimmungen wurden dem 
Dokument: Zytogenetische Analyse KM, Blut.doc der Zentrum für Diagnostik ent-
nommen. Die verwendeten Aufnahmen im Abschnitt Methoden wurden selbst angefer-
tigt.  
 
4.1 Durchführungsbestimmungen für BCLL-Proben 
4.1.1 Probeneingang und Ansatz  
Nach Eingang der Proben werden diese aufbereitet. Dafür werden die Zellen des Kno-
chenmarks oder peripheren Blutes zunächst in Zentrifugenröhrchen umgefüllt und für 
10 min bei 22°C und 1500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Anschließend wird 
der Überstand mit einem sterilen Tropfen verworfen, die Zellsuspension vermischt und 
danach der gesamte restliche Inhalt aufgenommen und auf drei Kulturflaschen aufge-
teilt.  Die drei Kulturflaschen werden wie nachfolgend beschrieben: Nummer des Falls 
auf jede der Flaschen; 24h Th auf die erste Kulturflaschen; 48h Th auf die zweite Fla-
sche; 72h Th auf die dritte Flasche. Jede der Flaschen erhält die Beschriftung: BCLL. 
Nachdem die Zellsuspension gleichmäßig auf die Kulturflaschen verteilt wurde, werden 
zwei verschiedene Medien hinzugegeben. Die erste Flasche (24h Th) erhält 6ml 
MarrowMax Medium, die beiden anderen Flaschen (48h Th und 72h Th) jeweils 5ml 
RPMI-Medium. Nachdem das Medium verteilt wurde, werden die Zusätze zugegeben. 
Der 24h- Thymidin Kultur werden 0,2ml Thymidin zugetropft bevor die Kulturflasche 
in den Brutschrank gelegt wird. Die beiden weiteren Kulturflaschen erhalten mehrere 
weitere Zusätze die nachfolgend aufgelistet werden:  
- 0,2 ml Thymidin 
- 28µl DSP30-Stammlösung 
- 14µl IL-2 Stammlösung 
- 1,4ml FBS 
Abbildung 4 und 5 zeigen einen Teil der verwendeten Zusätze und Stimulanzien am 
Arbeitsplatz unter der Sterilwerkbank (Abbildung 4 und 5). 
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Abbildung 4: Arbeitsplatz mit Kultur und zusätzlich benötigten Materialien für die BCLL. 
 
 
Abbildung 5: CLL-Zusatz FKS im Vordergrund, verwendetes Medium und Stimulanzien im Hin-
tergrund. 
Nachdem diese Zusätze jeweils in die beiden Kulturflaschen gegeben wurden, werden 
auch diese in den Brutschrank gestellt. 
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4.1.2 Präparation  
Bevor die Kulturen präpariert werden können, erhalten sie je nach Länge der Kultivie-
rungszeit verschiedene Vorbehandlungen. Die 24h Th Kultur wird mit einem Tropfen 
Colcemid für eine halbe Stunde vor der Präparation behandelt. Die 48h Th und die 72h 
Th Kultur erhalten jeweils 4h Colcemid-Behandlung. 
Nachdem die Zeit vorbei ist, wird die Zellsuspension der jeweiligen Kulturflaschen in 
ein Zentrifugenröhrchen umgefüllt und 10 Minuten bei 22°C und 1500 Umdrehun-
gen/Minute zentrifugiert. Danach wird der Überstand aus dem Röhrchen abgenommen 
und die restliche Zellsuspension aufgeschüttelt. Das Röhrchen wird für den Wasch-
schritt mit HBSS, welches zuvor im Wasserbad auf 37°C erwärmt wurde aufgefüllt, 
verschlossen und erneut unter denselben Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Nach-
dem der Waschschritt durchgeführt wurde, erfolgt anschließend die hypotone Behand-
lung mit KCL. Der Überstand im Röhrchen wird erneut abgenommen, der Bodensatz 
aufgeschüttelt und das Gefäß mit KCL aufgefüllt bevor es für 20 Minuten im Wasser-
bad inkubiert wird. Währenddessen wird die Zentrifuge auch 4°C runtergekühlt. Nach 
der hypotonen Behandlung wird die Probe erneut zentrifugiert, diesmal jedoch bei 4°C 
statt 22°C. Anschließend werden vier Fixierungsschritte durchgeführt. Dabei benutzt 
man ein Methanol/Essigsäure-Gemsisch im Verhältnis 3:1 (Methanol : Essigsäure). 
Dieses Gemisch wird Fixativ genannt. Der Überstand der Probe wird zunächst wieder 
abgenommen und der Bodensatz aufgeschüttelt. Anschließend tropft man vorsichtig das 
Fixativ in das Röhrchen und füllt es somit auf. Danach wird die Probe wieder bei 4°C 
zentrifugiert. Nachdem der erste Fixierungsschritt durchgeführt wurde kann nun das 
Fixativ bei den nächsten drei Schritten in das Röhrchen geschüttet anstatt getropft wer-
den. Die Vorgehensweise für Abnehmen des Überstandes, Aufschütteln und Zentrifu-
gieren bleiben gleich. 
 
4.1.3 Auftropfen 
Nachdem die vier Fixierungsschritte durchgeführt wurden wird erneut der Überstand 
abgenommen und der Bodensatz aufgeschüttelt. Pro Kultur werden jeweils zwei ver-
schiedene Objektträger getropft. Diese Unterscheiden sich durch Farbe und Marke so-
wie durch ihren Kantenschliff(geschliffen/ungeschliffen).  Es wird eine 3ml-Pipette 
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verwendet um den Bodensatz zu vermischen und ihn mit Fixativ zu verdünnen bis die 
Suspension fast durchsichtig ist. Abbildung 6 zeigt die Probenröhrchen in denen sich 
bereits die 3ml-Pipetten befinden und einen Teil der verwendeten Objektträger (Abbil-
dung 6). Ist dieser Zustand erreicht werden jeweils 3-4 Tropfen der Probe aus dem Zent-
rifugenröhrchen auf die Objektträger gegeben. Die Präparate werden anschließend auf 
einer Heizplatte mit 37°C  getrocknet, beschriftet und nummeriert. 
 
 
Abbildung 6: Auftropflabor mit Probenröhrchen und Objektträgern. 
 
4.1.4 Bänderung 
Bevor die Objektträger gebändert werden können, müssen sie zunächst für eine Stunde 
auf einer Heizplatte mit 90°C gealtert werden. Für die Bänderung müssen Vorbereitun-
gen getroffen werden. Es wird eine Färbeküvette benötigt, die 80ml Phosphatpuffer 
(Kaliumdihydrogenphosphat : Dinatriumhydrogenphosphat = 1:1) enthält sowie 4ml 
Giemsa. Ebenso wird ein Becherglas zum Spülen gebraucht, welches 100ml Phosphat-
puffer im gleichen Mischungsverhältnis wie in der Färbeküvette enthalten, enthält. Au-
ßerdem wird eine Küvette für Trypsin benötigt, welche 100ml NaCl und 2ml Trypsin 
enthält und im Wasserbad steht um 37°C zu erhalten welche für die Bänderung benötigt 
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wird. Für das anschließende Spülen werden zwei Bechergläser mit Leitungswasser be-
reitgestellt.  
Die Bänderungszeiten im Trypsin sind für die zwei verschiedenen Arten von Objektträ-
gern unterschiedlich. Geschliffene Objektträger werden 50 Sekunden trypsiniert, unge-
schliffene Objektträger 60 Sekunden. Nach der Trypsinierung werden die Objektträger 
zunächst in der Küvette die nur Phosphatpuffer enthält gespült und dann für 6 Minuten 
in der Färbeküvette gefärbt. Nach Ablaufen der Zeit werden Sie zweimal in den Be-
chergläsern mit Leitungswasser gespült und danach bei Zimmertemperatur getrocknet. 
In Abbildung 7 ist der Versuchsaufbau für die Bänderung dargestellt (Abbildung 7).  
 
 
Abbildung 7: Aufbau für die Bänderung der Objektträger. 
 
 
4.2 Auswertung mittels Metaphasensuchers und Ikarus-Software 
 
Für jeden Fall müssen ausreichend viele Metaphasen ausgewertet werden um ein klares 
Ergebnis zu erhalten um somit einen Befund zu ermitteln. Die getrockneten Objektträ-
ger werden hierfür nach Fallnummer und Nummerierung sortiert und in den Metapha-
sensucher von Metasystems eingeräumt. Dieser besteht aus einem Tower in dem sich 16 
Rahmen befinden in die jeweils 5 Objektträger passen, einem Greifarm, der die Platten 
aus dem Tower nimmt und diese anschließend auf dem Objekttisch platziert und einem 
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Lichtmikroskop, welches mit einer Kamera ausgestattet und mit einem Computer ver-
bunden ist. Der Aufbau und die Bestandteile des Metaphasensuchgerätes sind in Abbil-
dung 8 dargestellt (Abbildung 8). Die Objektträger werden zunächst in die Platten des 
Towers einsortiert und danach die Daten im System von Metasystems eingegeben und 
gespeichert. Anschließend wird die Suche gestartet, der Objekttisch durch den Greifarm 
mit der ersten Platte aus dem Tower bestückt und das Mikroskop für die Objektträger 
fokussiert. Der Metaphasensucher nimmt anschließend jede Metaphase die er findet auf 
und speichert sie ab. Danach werden die am qualitativ hochwertigsten Metaphasen am 
Computer ausgewählt. Diese werden dann vergrößert erneut aufgenommen und im Sys-
tem von Ikarus abgespeichert, welches von den anderen Computern aus im Labor er-
reichbar ist. Mithilfe des Ikarus Systems ist es anschließend möglich die Metaphasen zu 
bearbeiten und die benötigten Karyogramme für den Befund zu legen. Es müssen 20 – 
25 Karyogramme gelegt werden um ein meist eindeutiges Ergebnis zu erzielen.  
 
 
 
Abbildung  8: Aufbau des Methapasensuchers mit Tower (Links),  Greifarm (rechts neben Tower),  
Lichtmikroskop (Mitte)  und Computer (rechts)
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5 Ergebnisse 
 
Durch die Kultivierung, die anschließende Präparation der Proben und das Auftropfen 
sowie Bändern der Objektträger konnten Metaphasen-Chromosomen angefertigt wer-
den. Die beiden Zellkulturstimulanzien wurden erfolgreich angewendet um die B-Zellen 
zu stimulieren und somit waren die typischen Aberrationen für chronisch lymphatische 
Leukämie in den Metaphasen teilweise zu sehen. Es wurden insgesamt im gesamten 
Praktikumszeitraum 18 BCLL-Fälle ausgewertet, wobei 13 mal der Verdacht auf eine 
BCLL bestätigt wurde, 2 mal der Verdacht nicht bestätigt wurde und 3 mal keine Aus-
sage getroffen werden konnte, da der endgültige Befund nicht einsehbar war (Tabelle 
2). Bei allen 18 Fällen konnten in den 48h und 72h Kulturen Metaphasen zur Auswer-
tung gewonnen werden. Nur in 9 von 18 Fällen konnten Metaphasen in den 24h Kultu-
ren gewonnen werden. Die Qualität der untersuchten Metaphasen war sehr unterschied-
lich und variierte von Fall zu Fall und auch zwischen den Kulturen der einzelnen Fälle. 
Wenige der Fälle wiesen sehr gute Qualität auf, viele jedoch mittelmäßige bis schlechte 
Qualität. Es war unabhängig von der Qualität möglich die typischen Aberrationen in 
den Metaphasen nachzuweisen, jedoch war dies meist nur in einzelnen Metaphasen 
möglich. Ebenso wurde deutlich, dass die Aberrationen unabhängig vom Probenmateri-
al nachgewiesen werden konnten.  
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Tabelle 2: Übersicht der untersuchten Proben 
 
Probennummer Geschlecht Probenmaterial Diagnose 
1 Weiblich Knochenmark B-CLL 
2 Weiblich Peripheres Blut B-CLL 
3 Männlich Peripheres Blut Nicht möglich 
4 Weiblich Knochenmark B-CLL 
5 Weiblich Peripheres Blut Nicht möglich 
6 Männlich Peripheres Blut Nicht möglich 
7 Weiblich Knochenmark B-CLL 
8 Weiblich Peripheres Blut B-CLL 
9 Männlich Knochenmark B-CLL 
10 Männlich Peripheres Blut B-CLL 
11 Weiblich Knochenmark B-CLL 
12 Männlich Knochenmark B-CLL 
13 Männlich Knochenmark B-CLL 
14 Männlich Knochenmark B-CLL 
15 Männlich Knochenmark Keine B-CLL 
16 Männlich Knochenmark B-CLL 
17 Männlich Knochenmark B-CLL 
18 Männlich Knochenmark Keine B-CLL 
 
  
 
Mithilfe der konventionellen Chromosomenanalyse konnten einige für die B-CLL typi-
schen Aberrationen nachgewiesen werden. Es wurden teilweise Aberrationen für einen 
prognostisch günstigen bzw. ungünstigen Krankheitsverlauf beobachtet und ausgewer-
tet. In Abbildung 8 und 9 werden zwei Beispiele von verschiedenen Fällen dargestellt, 
einerseits mit einer günstigen, andererseits mit einer ungünstigen Chromosomenkonstel-
lation (Abbildung 8,9). In Abbildung 8 ist ein Karyogramm dargestellt, welches keine 
Aberrationen aufweist, was für eine gute Prognose für den Verlauf der Krankheit steht. 
Die ungünstige Prognose aus dem Karyogramm der Abbildung 9 erschließt sich durch 
die Trisomie des Chromosoms 12. Die Karyogramme aller bearbeiteten Proben wurden 
während des Praktikums selbständig gelegt und anschließend ausgewertet.  
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Abbildung 8: vollständiges Karyogramm ohne Aberrationen; günstige Faktoren  
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Abbildung 9: Karyogramm mit Aberration +del(12q)¡ ungünstiger Faktor 
 
 
 
Aufgrund der niedrigen Proliferationsaktivität von CLL-Zellen in vitro waren die aus 
der Chromosomenbänderungsanalysen gewonnenen Daten eher gering. Jedoch wurde 
die Kultivierungstechnik dieser Zellen durch die Nutzung von den beiden Zellkultursti-
mulanzien DSP30 und IL-2 verbessert (Haferlach er al.). Eine Gesamtanzahl von 18 
Proben wurde in dem Praktikumszeitraum mittels klassischer Chromosomenanalyse 
unter Nutzung der genannten Zellkulturstimulanzien analysiert und ausgewertet um 
bestimmte CLL-typische und andere Chromosomenaberrationen nachzuweisen. Es 
wurden Proben von 11 Männern (61,11%) und 7 Frauen (38,89%) untersucht. Das me-
diane Alter der Patienten lag bei dieser Versuchsreihe bei 71,38 Jahren (Alterspanne 
von 57 - 93). 16 von 18 Patienten (88,89%) waren im Alter von über 60, 2 von 18 Pati-
enten (11,11%) waren unter 60 Jahre alt. In welchem Stadium  der Krankheit sich die 
Patienten befanden oder welche medikamentöse Behandlung sie bereits erhielten war 
nicht bekannt.  
Bei allen 18 Proben (100%) konnten erfolgreich Metaphasen-Chromosomen für diese 
Arbeit hergestellt und auf Chromosomenaberrationen untersucht werden. Bei 11 on 18 
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(61,11%) Proben konnten keine Metaphase-Chromosomen für die 24h-Kultur herge-
stellt werden. Für die 48 und 72h Kultur konnten durch die Zusätze in allen 
(100%)Fällen Metaphasen-Chromosomen angefertigt werden. Aberrationen konnten 
durch die klassische Chromosomenanalyse in allen Proben festgestellt werden, wobei 
bei 4 von 18 Proben nur sehr selten Aberrationen in den Karyogrammen zu sehen waren 
(meist nur in 2 bis 5 Karyogrammen von 25) und bei 2 von diesen 4 aus 18 Proben nur 3 
Karyogramm insgesamt ausgewertet wurden und somit keine richtige Aussagekraft ent-
standen ist. Es handelte sich bei den Aberrationen dieser 4 Fälle zu 100% um fehlende 
Chromosomen (Monosomien, siehe Anhang 1). Es kann bei diesen Fällen möglich sein, 
dass Chromosomen durch die Präparation zu weit von der Metaphase entfernt wurden 
und bei der Aufnahme der Metaphasen somit nicht mit erfasst werden konnten. Eindeu-
tige, aussagekräftige und nicht als Artefakt geltende Chromosomenaberrationen sind 
demnach bei 14 von 18 Proben (77,78%) nachgewiesen worden (Haferlach et al.).  
In den 18 untersuchten Fällen konnten verschiedenste chromosomale Aberrationen 
nachgewiesen werden. Unter anderem Monosomien, Trisomien, Translokationen, Dele-
tionen und Derivate von Chromosomen. Die Gesamtanzahl der einzelnen genetischen 
Anomalien wurden in Tabelle 3 und 4 zusammengefasst dargestellt. Es wurden auch 
Aberrationen an den für die B-CLL typischen Chromosomen gefunden (Chromosom 13 
(5 mal), 11 (4 mal), 6 (4 mal) und 17 (4 mal)) (in der Tabelle markiert). 
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Tabelle 3: nachgewiesene Chromosomenaberrationen 1 
 
Art der Aberration/ Bezeichnung 
Vorkommen der Aberration, Gesamtan-
zahl (wie oft bei den 18 untersuchten Fäl-
len) 
Monosomie 1 2 
Monosomie 2 5 
Monosomie 3 7 
Monosomie 4 2 
Monosomie 5 1 
Monosomie 6 3 
Monosomie 7 3 
Monosomie 8 4 
Monosomie 9 9 
Monosomie 10 9 
Monosomie 11 5 
Monosomie 12 4 
Monosomie 13 7 
Monosomie 14 3 
Monosomie 15 4 
Monosomie 16 7 
Monosomie 17 6 
Monosomie 18 9 
Monosomie 19 4 
Monosomie 20 4 
Monosomie 21 9 
Monosomie 22 5 
Monosomie X 4 
Monosomie Y 4 
Trisomie1 1 
Trisomie 6 1 
Trisomie 14 1 
Trisomie 20 1 
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Markerchromosom 2 
 
Tabelle 4: nachgewiesene Chromosomenaberrationen 2 
 
Art der Aberration/ Bezeichnung 
Vorkommen der Aberration, Gesamtan-
zahl (wie oft bei den 18 untersuchten Fäl-
len) 
Translokation (11;17) 1 
Translokation (1;20) 1 
Translokation (5;13) 1 
Translokation (7;13) 1 
Translokation (6;16) 1 
Translokation (11;21) 1 
Translokation (1;1) 1 
Deletion (6q) 1 
Deletion (17p) 1 
Deletion (4p) 1 
Deletion (8q) 1 
Deletion (1q) 1 
Deletion (13q) 2 
+ Deletion (12) 1 
Deletion (20q) 1 
Deletion (11q) 5 
Deletion (7q) 1 
Klonale Chromosomen 1 
Derivate (17) 1 
Derivate (13) 1 
Derivate (4) 1 
Derivate (18q) 1 
Derivate (20) 1 
Derivate (5) 1 
Derivate (11q) 1 
Derivate (21) 2 
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Derivate (1) 1 
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6 Diskussion 
 
 
6.1 Allgemeine Diskussion über die erreichten Ergebnisse  
In der genetischen Diagnostik hämatologischer Neoplasien erlaubte die konventionelle 
Chromosomenanalyse es einen Überblick über die genetischen Veränderungen, die mit 
dem Mikroskop sichtbar sind, zu erlangen. Nur die niedrige Proliferationszeit der CLL-
Zellen war bisher ein Hindernis bei der Durchführung. Durch ein Protokoll zur Einfüh-
rung der Kultivierung und Stimulation von B-Zellen durch die Kombination der Zell-
kulturstimulanzien DSP30 und IL-2 wurde die Ausbeute an aberranten Metaphasen 
deutlich erhöht (Mayr et al., 2006; Dicker et al., 2006; Haferlach et al., 2007). 
In diesem Praxismodul sollten in der Humangenetik Abteilung des Zentrums für Diag-
nostik GmbH deshalb diese Zellkulturstimulanzien für die Verbesserung der Diagnostik 
chronisch lymphatischer Leukämie eingeführt werden. Es war von Interesse herauszu-
finden, ob die Einführung dieser Zellkulturstimulanzien erfolgreich sein würde und ob 
mithilfe der konventionellen Chromosomenanalyse für die B-CLL-typische Aberratio-
nen beobachtet werden könnten.  
Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die B-Zellen in den Kulturen mit den zugesetzten 
Stimulanzien erfolgreich stimuliert wurden. Es konnten in 17 von 18 Fällen Metaphasen 
dieser Kulturen erfolgreich ausgewertet werden wobei in den normal angesetzten 24h 
Th Kulturen nur in 9 von 18 Fällen Metaphasen entstanden sind. Was die Qualität der 
Metaphasen der verschiedenen Fälle sowie Kulturen betrifft, ist nicht eindeutig klar, 
wieso so große Unterschiede bei der immer gleichen Vorgehensweise entstehen konn-
ten. Nichtsdestotrotz waren nur vereinzelte aufgenommene Metaphasen nicht auswert-
bar und mussten aus dem Programm gelöscht werden. Inwieweit die Qualität oder Aus-
beute an auswertbaren Metaphasen von der Art des Probenmaterials abhängig ist konnte 
auch noch nicht geklärt werden, falls  überhaupt ein Zusammenhang besteht. 
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6.2 Diskussion über die Durchführung der Experimente 
 
Die Vorgehensweise und Durchführung der einzelnen Methoden nach genauen Anwei-
sungen und Vorschriften haben dafür gesorgt, dass die erforderlichen Metaphasen-
Chromosomen erfolgreich angefertigt werden konnten. Jeder der einzelnen Schritte be-
sitzt einen molekularbiologischen Hintergrund welcher für die erfolgreiche Durchfüh-
rung der Versuchsreihe von Bedeutung war.  
Das bei Ansatz und Kultivierung verwendete RPMI Medium für die 48 und 72h Th 
Kulturen der BCLL wurde verwendet, da es die Entwicklung unreifer Zellen anregt, die 
für die konventionelle Chromosomenanalyse bei einer CLL notwendig sind. Die Kom-
bination der beiden untersuchten Zellkulturstimulanzien IL-2 und DSP30 führten zur 
erfolgreichen Stimulation der B-Zellen die sich in dem benutzten Probenmaterial (Kno-
chenmark oder Peripheres Blut) befanden. Auf die speziellen Abläufe der Stimulation 
der Zellen durch diese Stoffkombination wird im nächsten Abschnitt genau eingegan-
gen.  
Nach der Kultivierung wurde Colcemid eingesetzt, welches ein synthetisches Analog zu 
Colchizin darstellt. Colchizin ist ein Alkaloid der Herbstzeitlose und weitaus giftiger als 
Colcemid. Dieser synthetische Stoff wird verwendet um das „Wachstum“ zu stoppen 
bzw. zu unterbrechen. Chromosomen sind nur erkennbar, wenn sie maximal kontrahiert 
werden, was nur während der Zellteilung (in Kultur) geschieht. Colcemid bewirkt, dass 
die Spindelfasern Absterben und somit das Auseinanderweichen der Schwester-
Chromatiden verhindert wird.  
Nachdem das Wachstum der Zellen unterbrochen wurde, wurde die Zellsuspension mit 
einer hypotonen Lösung (KCL) behandelt. Die Konzentration an Salz der Kaliumchlo-
rid-Lösung außerhalb der Zellen ist niedriger als in der Zelle selbst. Durch die hypotone 
Lösung wurde das Zellvolumen durch den Effekt der Osmose erhöht. Der unterschiedli-
che Salzgehalt von Zelle und Umgebung wurde ausgeglichen, indem Wasser durch die 
Zellmembran ins Innere der Zelle geflossen ist. Durch das erhöhte Salzvolumen haben 
die Chromosomen mehr Platz und konnten sich somit besser ausbreiten. Ebenfalls von 
Vorteil ist das aufquillen des Chromatin, welches dadurch besser sichtbar gemacht wird. 
Durch das erwärmen der hypotonen Lösung im Wasserbad auf 37°C wurde der Wasser-
transpoet in die Zelle beschleunigt und der Effekt erhöht. 
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Nachdem die hypotonen Behandlung durchgeführt wurde, konnte nun die Gewebestruk-
tur durch die Fixierung konserviert werden. Die Zugabe von Fixativ zur Zellsuspension 
stellt demnach einen Konservierungsprozess dar bei dem der Verlust von Nukleinsäuren 
verhindert und Struktur der Zellen fixiert wird. Die Aktivität endogener Nukleasen und 
anderer gewebeabbauender Enzyme werden durch die Denaturierung gering gehalten 
und die Zellmembran elastisch fixiert. Der pH-Wert der Zelle wird durch das Fixativ 
gesenkt und denaturiert, anschließend dehydriert, Proteine und DNA verändert und das 
Wasser im Zellinneren entfernt und mit Methanol ersetzt. Chromatin und Zellmembran 
werden gehärtet und die Chromosomen für die nachfolgende Bänderungsprozedur prä-
pariert. Durch die Fixierung der Zellen ist es möglich diese nun wochenlang im Tief-
kühlschrank aufzubewahren. Um eine Bänderung zu ermöglichen wir ein Methanol-
Essigsäure-Gemisch im Verhältnis 3:1 verwendet. Das Methanol fungiert als Zellhär-
tungswirkstoff, wohingegen die Essigsäure ein Weichmacher darstellt. Durch die Lage-
rung des Fixativ bei -20°C wird seine Funktion für den Schutz der Chromosomenmor-
phologie gewährleistet. Die Härtung der Zellmembran ist wichtig um dem späteren Auf-
tropfen standzuhalten.  
Die Alterung der Objektträger schließt sich an das Auftropfen der Zellsuspensionen auf 
die Objektträger an. Der Alterungsprozess ist sehr wichtig, um eine gute Bänderung der 
Chromosomen zu erreichen. Dies geschieht durch das weitere trocknen der Präparate 
und Verdunstet von überschüssigem Wasser. 
Nachdem die Objektträger erfolgreich gealtert wurden, konnten sie anschließend ge-
bändert werden. Es wurde bei diesem Experiment die GTG-Bänderung (Giemsa-
Bänderung mit Trypsin) angewendet, welche wie andere G-Bänderungen das normale 
Chromosomenmuster von meiotischen Chromosomen steigert. Für das allgemeine Ver-
ständnis ist es wichtig zu wissen, dass Chromatin in zwei Hauptgruppen unterteilt wird: 
Euchromatin und Heterochromatin. Konstitutives Heterochromatin ist stark verdichtet 
(kondensiert), während der Interphase transkriptorisch inaktiv und wiederholt sich oft-
mals. Wohingegen Euchromatin während der Interphase dekondensiert, um eine Gen-
transkription stattfinden zu lassen. Entlang der Chromosomenarme variiert die Funktion 
und Struktur des Chromatin. Durch die Bänderung (Färbetechnik) kann der Zeitpunkt 
der DNA-Replikation sowie die Basenabfolge dargestellt werden. Giemsa-Bänder, die 
positiv sind, sind CG-arm und AT-reich in ihrer Zusammensetzung. Dunkle Bänder 
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stehen demnach für CG-arme Regionen, wohingegen CG-reiche Regionen als helle 
Giemsa-Bänder zum Vorschein treten.  Mithilfe der Giemsa-Färbung und vorherigen 
Behandlung mit Trypsin entstanden entlang der Chromosomen abwechselnd gefärbte 
Abschnitte (G-Banden, G für Giemsa )und ungefärbte Abschnitt (R-Banden, R für re-
vers). Die stoffliche Grundlage für das unterschiedliche Verhalten bei der Färbung nach 
der Trypsinbehandlung ist bis heute nicht geklärt (Huber,  2013) (Zytogenetische Ana-
lyse KM).  
 
 
 
6.3 Stimulation der B-Zellen durch DSP30 in Kombination mit IL-2      
 
 
Das durchgeführte Experiment hat das deutliche Ergebnis, dass bei 17 von 18 Fällen in 
den 48h und 72h Kulturen auswertbare Metaphasen entstanden sind welche CLL-
typische Aberrationen beinhalteten. Die benötigten B-Zellen deren Aberrationen bei der 
Prognose der B-CLL von großer Aussagekraft sind, konnten demnach erfolgreich sti-
muliert werden.  
B-CLL-Zellen besitzen eine Apoptoseinhibition, was bedeutet, dass sie langlebig sind 
und nicht Absterben – sie vermehren sich immer weiter. Durch die geringe Dichte der 
T-Zell-aktivierenden Oberflächenmoleküle führen sie zu einer unzureichenden Immun-
antwort. Durch die Kombination von DSP30 und IL-2 kommt es zur Hochregulierung 
der Oberflächenmoleküle maligner und normaler B-Zellen. Ebenso werden die Prolife-
ration und Sekretion von Zytokinen und Immunoglobulin induziert (URL 11).  
Die Stimulation der B-Zellen ist eine Notwendigkeit, wenn es sich um die genetische 
Diagnostik von chronisch lymphatischer Leukämie  handelt. Jedoch ist nicht klar, ob die 
Vorgehensweise oder Stimulation der B-Zellen noch verbessert oder optimiert werden 
kann.  
Die Chromosomenbänderungsanalysen haben bei mehreren malignen hämatologischen 
Erkrankungen wichtige Informationen in Bezug auf Biologie und Prognose hervorge-
bracht. Die CBA (Chromosomenbänderungsanalyse) hat gegenüber anderen Techniken 
den Vorteil, dass alle mikroskopisch sichtbaren genetischen Anomalien in bösartigen 
Tumoren übersichtlich erfasst werden können. Für diesen Nachweis der genetischen 
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Fehler ist es hierbei nicht erforderlich, dass bekannt ist welche Fehler gesucht werden, 
wie es bei der FISH-Methode notwendig ist: Die CBA erfordert jedoch die Zellteilung 
in vitro. In vitro zeigen CLL-Zellen einen niedrigen mitotischen Index, welcher dafür 
verantwortlich ist, dass in der Vergangenheit die Fehlerquote der CBA sehr hoch und 
der Anteil an Fällen, bei denen Chromosomenaberrationen nachgewiesen werden konn-
ten sehr gering war (Gahrton et al. 1980, Juliusson G. et al., 1990).  
Durch die Zugabe von den zwei Zellkulturstimulanzien DSP30 und IL-2 zu dem Kul-
turmedium wurde dieses Problem jedoch überwunden und die Erfolgsrate stieg deutlich 
an (Dicker et al., 2006).  
Bevor diese Verbesserungen der Kultivierung eingeführt wurden, wurde für die geneti-
sche Charakterisierung einer chronisch lymphatischen Leukämie meist die FISH-
Technik an Interphase-Kernen durchgeführt, da diese nicht von der Zellteilung in vitro 
abhängig ist. Um eine CLL durch die FISH-Methode zu analysieren werden Sonden 
verwendet um Trisomien 12 oder Deletionen von 6q21, 11q22.3, 13q14 und 17p13 
nachzuweisen. Durch diese Technik werden in 80% aller Fälle von CLL Aberrationen 
festgestellt (Stilgenbauer et al., 1998,  Reddy et al., 2006,  Döhner et al., 1910-1916). 
In einer Pilotstudie wurde die CBA bei 125 von 132 (94,7%) CLL Fällen erfolgreich 
durchgeführt und aberrante Karyotypen in 101 von 125 (80,8%) Fällen nachgewiesen. 
Diese Ausbeute ist fast zweimal so hoch wie bei früheren CBA Studien und vergleich-
bar mit der Aberrationsrate von FISH-Analysen. Quelle 11 Die Verwendung von CD40 
als Zellkulturstimulanz hat bei zwei anderen Studien zu vergleichbaren Ergebnissen 
hinsichtlich der Metaphase-Erzeugung und der chromosomalem Aberrationen geführt 
(Buhmann et al., 2002,  Mayr et al., 2006). 
Bei der eigens durchgeführten Versuchsreihe konnten bei allen Fällen Metaphase-
Chromosomen hergestellt werden und bei 14 von 18 (77,78%) Fällen eindeutige chro-
mosomale Aberrationen nachgewiesen werden.  Diese Quote (77,78%) ist vergleichbar 
mit der Quote (80,8%) der Aberrationen bei der oben genannten Studie. Auch wenn in 
der eigens durchgeführten Versuchsreihe aufgrund des kürzeren Zeitraumes deutlich 
weniger Fälle analysiert wurden, wird jedoch deutlich, dass die Erfolgsquote der CBA 
durch Zusatz der Zellkulturstimulanzien DSP30 sowie IL-2 konstant hoch ist. In einer 
weiteren Studie wurden erneut 506 Fälle von CLL untersucht um die CBA weiter zu 
untersuchen. Bei dieser Studie zeigte sich, dass die Chromosomenbänderungsanalyse 
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eine sehr effiziente Methode ist, wenn die Proben innerhalb von 48h nach der Extrakti-
on im Labor eintreffen. Bei dieser Studie wurde bei 98,8% aller untersuchten Fälle eine 
ausreichende Anzahl an Metaphasen gewonnen um ein zuverlässiges Ergebnis des Ka-
ryotyps zu erhalten. Sie fanden heraus, dass die CLL sich vor allem durch genomische 
Ungleichgewichte oder Verluste, die die Chromosomen 13, 11, 6 und 17 sowie den 
Gewinn des Chromosoms 12, auszeichnet. Diese Chromosomenaberrationen schließen 
sich untereinander jedoch nicht aus. Die selbst erhaltenen Ergebnisse der durchgeführ-
ten Versuchsreihe lassen sich auch mit dieser Studie vergleichen. Ein zuverlässiges Er-
gebnis des Karyotyps, also ausreichend viele Metaphasen konnten bei 16 von 18 
(88,89%) Fällen gewährleistet werden. Durch die geringe Anzahl an untersuchten Fäl-
len unterscheidet sich die Quote hier zwar etwas deutlicher von der der Studie auf die 
sich bezogen wird. Jedoch ist auch die eigene Erfolgsquote durch die Stimulation der 
Kulturen sehr hoch. Auch bei der eigenen Versuchsreihe konnten viele chromosomale 
Anomalien nachgewiesen werden. Es wurden Monosmien, Trisomien, Translokation, 
Deletionen sowie Derivate- oder Markerchromosomen nachgewiesen. An den CLL-
typischen Chromosomen 13 (5 genetische Veränderungen), 11 (4 genetische Verände-
rungen), 6 (4 genetische Veränderungen) und 17 (4 genetische Veränderungen) konnten 
ebenfalls wie in anderen Studien belegt, Anomalien verschiedenster Art festgestellt 
werden(siehe Tabelle 2). (Quelle Paper allgemein) Der Zugewinn des Chromosoms 12 
konnte nur bei einem der untersuchten Fälle nachgewiesen werden, jedoch dort zu 
100% in allen 23 analysierten Karyogrammen (siehe Anhang). 
Die am öftesten vorkommende Chromosomenaberration bei der chronisch lymphati-
schen Leukämie (B-CLL) die durch die klassische Chromosomenanalyse nachgewiesen 
wurde ist die Trisomie 12, gefolgt von Abnormalitäten des langen Armes der Chromo-
somen 13, 14 und 11. Komplex veränderte Karyotypen, Trisomie 12 und Veränderun-
gen des langen Arms des Chromosoms 14 wurden mit einer schlechten Prognose für 
den weiteren Krankheitsverlaufs assoziiert (Haferlach et al., 2007). 
Patienten mit einer genetischen Anomalie des Chromosoms 13 erhalten für ihren weite-
ren Krankheitsverlauf eine positive Prognose. In weiteren Studien wurden Fälle, bei 
denen Aberrationen des Chromosoms 13 durch die FISH-Analyse nachgewiesen wur-
den, mithilfe der CBA auf weitere Veränderungen untersucht. Durch diese Untersu-
chungen mit der klassischen Chromosomenanalyse konnte ein Überblick über weitere 
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Chromosomenaberrationen neben der des Chromosoms 13 gewonnen werden. Die 
FISH-Analyse hatte bei 215 Patienten eine positive Prognose gestellt, da eine 13q-
Deletion als einzige Aberration entdeckt wurde. Durch die CBA konnten bei 73 dieser 
215 Fälle weitere Aberrationen festgestellt werden, was die Prognose dieser betroffenen 
Patienten wahrscheinlich verschlechtert. Dies muss jedoch in weiteren Studien geklärt 
werden. In einer kleineren Studie von 43 Patienten mit einer 13q-Deletion welche durch 
FISH-Analyse diagnostiziert wurde, konnten bei 11 dieser Patienten durch die CBA 
weitere Aberrationen festgestellt werden. Bei dieser kleinen Studie zeigte sich, dass das 
mediane Überleben verkürzt wurde, wenn neben der 13q-Deletion weitere Aberrationen 
vorhanden waren. Ohne Behandlung sank ihr medianes Überleben auf  41 Monate, an-
statt 132 Monate ohne Behandlung wenn nur eine 13q-Deletion vorlag (Mayr et al., 
2006). 
Diese Studien zeigen, dass die klassische Chromosomenanalyse notwendig ist, um ers-
tens einen Überblick über alle mikroskopisch sichtbaren genetischen Veränderungen im 
Karyotyp zu geben und zweitens um andere Techniken, wie die FISH-Methode bei der 
nur bestimmte Aberrationen untersucht werden zu vervollständigen und die Ergebnisse 
abzusichern. Ebenso ist es anders herum notwendig die klassische Chromosomenanaly-
se mithilfe anderer Methoden zu verbessern und zu vervollständigen, da spezielle Gen-
bereiche auf den Banden der Chromosomen bei der CBA meist nicht genau zu erkennen 
sind und somit Befunde die diese Regionen betreffen nicht eindeutig gegeben werden 
können. Für diese Bereiche gibt es jedoch Sonden, die in der FISH-Analyse benutzt 
werden um speziell nach Anomalien dieser Gene auf den Chromosomen zu suchen.
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7 Ausblick 
 
Es hat sich durch die Versuche während dieses Praxismoduls gezeigt, dass die klassi-
sche Chromosomenanalyse allein noch weit von einer Eindeutigkeit eines Befundes 
entfernt ist, da sie nur einen Gesamtüberblick über die genetischen Anomalien bietet. Es 
lässt sich nicht eindeutig bestätigen, ob es sich um eine ungünstige oder günstige Prog-
nose handelt, wenn zum Beispiel nur in 3 von 25 Metaphasen eine bestimmte Verände-
rung der Chromosomen zu erkennen ist. Erst durch eine Kombination aus verschiede-
nen Analyseverfahren kann eine umfassende Untersuchung der genetischen Verände-
rungen bei einer B-CLL durchgeführt werden. Deshalb ist es für einen eindeutigen Be-
fund notwendig eine klassische Chromosomenanalyse sowie eine FISH-Analyse oder 
Ähnliches durchzuführen. Der parallele Einsatz dieser Verfahren sollte für die Diagnos-
tik der CLL und ähnlicher niedrigmaligner B-Zell-Lymphome als Standardmethode 
angewendet werden. Außerdem sollten als Stimulanzien für diese Tumorzellen DSP30 
in Kombination mit IL-2 eingesetzt werden, da die B-Zellen dadurch nachweislich er-
folgreich stimuliert werden. Die Stimulation der CLL-Zellen ist durch diese Zellkultur-
stimulanzien einfach und effizient, was einen großen Vorteil darstellt. 
Es wird also deutlich, dass die Einführung der Anwendung von Zellkulturstimulanzien 
für die Befundsuche einen großen Vorteil bringt, vor Allem in Kombination mit der 
FISH-Analyse. Diese Anwendung stellt einen neuen wissenschaftlichen Fortschritt im 
Kampf gegen den Krebs dar – einer Krankheit, die wie wohl kaum eine andere, mit 
Angst behaftet ist. 
Es ist durch die Zusätze möglich die klassische Chromosomenanalyse für die Prognose-
abschätzung einer chronisch lymphatischen Leukämie  zu verwenden. Dies war lange 
Zeit nicht möglich da die CLL-Zellen nicht erfolgreich stimuliert und zum Wachstum 
angeregt werden konnten. Durch die Kombination mit anderen Methoden ist es möglich 
eindeutige Befunde zu erhalten, die die weitere Behandlung von Patienten verbessern 
kann.     
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8 Zusammenfassung 
 
Bisher war der alleinige Einsatz der FISH-Analyse als genetische Standardmethode für 
die Diagnostik der chronisch lymphatischen Leukämie etabliert. Dieses Verfahren be-
schränkt sich jedoch auf die gezielte Suche genetischer Veränderungen. Einen Über-
blick über sämtliche mikroskopisch sichtbare chromosomale Veränderungen liefert im 
Gegensatz die konventionelle Chromosomenanalyse. Dieses Verfahren eignete sich 
durch die zu geringe Proliferationsrate der CLL-Zellen jedoch nicht für den Einsatz in 
der Routinediagnostik. Seit einiger Zeit jedoch ist es möglich die Zellkulturstimulanzien 
DSP30 und IL-2 zu kombinieren um sie für die Stimulation von CLL-Zellen zu nutzen. 
Durch diese Anwendung kann nun auch die konventionelle Chromosomenanalyse in der 
Routinediagnostik genutzt werden. Sie dient somit der Prognoseabschätzung, da einige 
CLL-typische Veränderungen der Chromosomen eine Wirkung auf den Verlauf dieser 
Krankheit besitzen. Das Aberrationen mit der konventionellen Chromosomenanalyse 
unter Nutzung der Stimulanzien DSP30/IL-2 sichtbar gemacht werden können, ist voll-
ends geklärt. Es hat sich eindeutig gezeigt, dass CLL-typische Aberrationen durch die 
klassische Chromosomenanalyse beobachtet werden können und somit die Kombination 
der beiden Zellkulturstimulanzien für die Prognoseabschätzung eine große Bedeutung 
hat.  
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Anhang 
Anhang 1 – untersuchte Fälle mit zu wenig auswertbaren Karyogrammen für einen ein-
deutigen Befund oder einfachen Monosomien  
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Anhang 2 – weitere Auswertungslisten der übrigen untersuchten Fäl-
le
Anhang  
57 
Anhang  
58 
Anhang  
59 
Anhang  
60 
Anhang  
61 
Anhang  
62 
Anhang  
63 
Anhang  
64 
Anhang  
65 
Anhang  
66 
Anhang  
67 
Anhang  
68  
Selbstständigkeitserklärung 
69 
Selbstständigkeitserklärung 
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstständig und nur unter Ver-
wendung der angegebenen Literatur und Hilfsmittel angefertigt habe. 
Stellen, die wörtlich oder sinngemäß aus Quellen entnommen wurden, sind als solche 
kenntlich gemacht. 
Diese Arbeit wurde in gleicher oder ähnlicher Form noch keiner anderen Prüfungsbe-
hörde vorgelegt. 
 
Mittweida, den 25. September 2016 
 
 
 
Naumann Michelle 
 
 
 
 
 
